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Abstract (Basic) : WO 200062789 Al 

NOVELTY - Lupin peptide extract having a metalloprotease inhibiting 
activity is new. 

DETAILED DESCRIPTION - The extract is preferably low in lipids and 
contains at least 50%, preferably at least 80% of peptides. It is 
obtained by hydrolysis of the lupin proteic fraction. 

ACTIVITY - Antiarthritic; Antiinflammatory; Dermatological; 
Cytostatic. 

MECHANISM OF ACTION - Metalloprotease inhibitor; Collagenase 
inhibitor; Gelatinase inhibitor. 

A composition containing 0.04% of lupin extract inhibited 52% of 
the gelatinolytic activity of Clostridium collagenase when incubated 
for 2 hours, and inhibited 93% when incubated for 24 hours. 

USE - Pharmaceutical, cosmetic and nutrient compositions containing 
the extracts are claimed. Used for treatment of disorders due. to 
excessive destruction of collagen or supporting macroproteins due to 
metalloproteases . Such disorders include arthroses, periodontal 
diseases, skin lesions, inflammatory disorders, disorders due to 
defective cicatrization, dental enamel attack, and tumoral or 
pathological angiogenesis . It may also be used to treat skin aging, 
whether due to intrinsic causes, due to solar radiation, the . 
deleterious effects of tobacco, pollution, or stress. 
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£4) EXTRAIT PEPTIDIQUE DE LUPIN ET COMPOSITION PHARMACEUTIQUE OU COSMETIQUE OU 
NUTRACEUTIQUE COMPRENANT UN TEL EXTRAIT. 



(57) La presente invention concerne un extrait peptidique 
de lupin (lupinus), notamment Lupinus albus, caracterise en 
ce qu'il presente une activite d'inhibition des metalloprotea- 
ses, notamment les collagenases et les gelatinases. 

Elle concerne egalement une composition pharmaceuti- 
que, cosmetique ou nutraceutique comprenant un extrait 
peptidique, eventuellement un vehicule inerte, notamment 
pour le traitement d'humains ou de mammiferes souffrant 
d'une condition ou d'une maladie liee a une degradation ex- 
cessive ou pathologique du collagene ou d'une autre 
macroproteine extracellulaire de soutien par une metallo- 
protease. 
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La pr^sente invention est relative a un nouvei cxtrait peplidique presentant 
une activitd anti-metalloprotcasc, notamment anti-collagcnasc ct anti-gelatinase. 
EIlc est dgalement relative aux compositions pharmaceutiqucs, cosmctiques ou 
nutraccutiques comprcnant un tel cxtrait, notamment une composition 
5 pharmaceutique destin^c a traiter les maladies inflammatoircs, telles que Tarthrose, 
la parodontose, ou les ulceres ou les compositions cosmctiques destinees a 
combattre le vieillissement actinique ou non ou accelere par les agressions 
exterieures (tabac, pollution, . . . ). 

La composition pharmaceutique ou cosmetique ou nutraceutique est 
10 ^galement destinee a traiter la n^oangiogenese (proliferation des vaisseaux) 
pathologique ou inesthetique (psoriasis, tumeurs, drythose, couperose, rosacee, 
traitement local aux irritants tels que Pacide retinoique), les defauts de cicatrisation, 
les brulures ou Pattaque d'email dentaire (Ch. M. Lapiere, Cours de biologie de la 
peau - COBIP INSERM U 346, Lyon 1999). 
15 Les m&alloproteases sont une famille d'endopeptidases zinc et calcium- 

dependantes qui bnt la propriete combinee de degrader les divers composants des 
matrices du tissu conjonctif ( These de S. Charvat - Metalloproteinascs et epiderme, 
pages 101-1 13 n° 248-98, 1998, Lyon 1). 

Elles sont classees suivant la nature de leur substrat. La collagenase (le 
20 collagene fibrillaire : ex. MMP I, 13, 8); la gelatinasc (le collagene denature, 
gelatine : ex. MMP2, MMP9) ; les stromelysines (fibronectine, proteoglycane : ex. 
MMP3, MMP 10). Elles sont mises en jeu dans le remodelage physiologique (faible 
expression) ou pathologique de la matrice extracellulaire (forte induction). 

Les m£tal!oproteases sont notamment impliquees dans le processus de 
25 cicatrisation en eliminant les tissus endommages. 

Les MMP peuvent agir de fa<;on anarchique et conduirc a des lesions 
importantes si leur activite n'est pas controlee. 

Par ailleurs, on sait que les metailoproteascs sont impliquees dans certains 
desordres biologiques tels que les malades inflammatoires, notamment Tarthrose, la 
30 parodontose (H. BIRKEDAL-HANSEN et al., Critical Reviews in Oral Biology 
and Medicine, 4(2):197:250 (1993)) ou dans les processus de vieillissement, 
notamment lies a Taction du rayonnement solaire (MARTIN RIEGER ; Allured's 
Cosmetics & Toiletries®, vol. 1 14, No. 1/January 1999 ou G. J. FISHER et al., The 
New England Journal of Medicine, vol. 337, n° 20 pp. 1419-1428, 
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« Pathophysiology of premature skin aging induced by ultraviolet light » et G. J. 
FISHER et a!., the Society for Investigative Dermatology, Inc. 199S, pp. 61-68 
« Molecular mechanisms of photoaging and its prevention by rctinoic acid : 
ultraviolet irradiation induces MAP kinase signal transduction cascades that induce 
5 A-l-regulated matrix metalloprotcinascs that degrade human skin in vivo. ») ou 
dans les inflammations aigufcs et chroniqucs (X1E et al. ; J. Biol. Chcm. 273 : pp. 
11576-11582 ; 1998) et les maladies bulleuses (necrolyse epitheliale toxique), les 
pathologies a hyper proliferation cellulaire lors d'inflammation ou d'irritation, les 
escarres, les brulures et les ulceres. 

10 II en est de meme pour la proliferation des cellules endothelials 

neoangiogendses qui ont besoin dans leur phase proliferative lors de processus 
inflammatoires ou pathologiques (psoriasis, tumeurs) des MPP pour detruire le tissu 
conjonctif, afin de migrer vers d'autres territoires et de se constituer en 
microtubules et capillaires (Controlling the vasculature : angiogenesis, anti- 

15 angiogenesis and vascular targeting of gene therapy - T.P. D. FAN, R. JAGGAR et 
R. BICKNELL ; TiPS - February 1995, vol. 16 ; Natural Products as angiogenesis 
inhibitors, D.H. PAPER, Planta Medical 64 (1998) pp. 686-695 ; Membrane-type 
matrix metalloproteinases in human dermal microvascular endothelial cells : 
expression and morphogenetic correlation - V.T. CHAN et coll. , J.I.D. Ill, pp. 

20 1 153-1 159, 1998 ; Matrix metalloproteinases in blood vessel development in human 
fetal skin and in cutaneous tumors - T.V. KARELINA et coll. J.I.D. ; 105, 41 1-417, 
1995 ; Vascular profiferation and angiogenic factors in psoriasis, J.D. CREAMER 
et J.N. W.N. BARKER, Clinical and Experimental Dermatology, 1995, 20, pp. 6-9). 
On connait egalement le role des inhibiteurs de metalloproteases, 

25 notamment les collag&iases, les gelatinases et stromelysines, dans certains des 
traitements des maladies precitees. 

L'objet de la presente invention est de proposer un nouvel inhibiteur a 
spectre large des metalloproteases de type collagenasc, gclatinasc permettant le 
traitement d'humains ou de mammiferes souffrant d'une condition ou d'une 

30 maladie liee a une degradation excessive ou pathologique du collagene ou d*une 
autre macroproteine extracelullaire de soutien ou tout autre maladie liee a un exces 
d'expression de ces enzymes proteolytiques. 

LMnvention a pourobjet un extrait peptidique de lupin (lupinus) caracterise 
en ce qu'il presente line activite d'inhibition des metalloproteases, notamment les 
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collagenases ou les gelatinases. Commc varietc dc lupin, on cite notamment Ic 
genre lupin blanc doux (lupinus albus) tel que la varietc Arcs dc faiblc tencur en 
alcaloTdcs. 

L'invention a notamment pour objet un nouvel cxtrait peptidique dc lupin 
5 (lupinus) caracteris^ en ce qu'il presentc unc activitc (('inhibition de la collagenasc 
purifiec de Clostridium histolycum sur la DQ-gelatinc notamment supcrieurc a 50% 
a 24 heures, pour une concentration egale on supericure a 0,1 % (p/v). 

Seion une variante, cet extrait peptidique de lupin est appauvri en lipide. 
II comprend de preference au moins 70 %, de preference au moins 80 % de 
10 peptide. 

Ces peptides sont obtenus par hydrolyse de la fraction proteique de lupin. 
L* hydrolyse peut etre effectuee par n* import e quel moyen approprie, 
notamment une hydrolyse enzymatique. 

Un procede de preparation d'un tel extrait peptidique de lupin comprend les 
15 etapes suivantes : 

- preparation d'un tourteau de lupin delipide et broye ou d'une farine de 
lupin (lipidee) micronisee„ 

- extraction des fractions proteiques ct osiques solubles ou precipitation a 
pH acide (4 ou 5) selon le point iso^lectriquc, 

20 - eventuellement separation de la fraction proteique, 

- hydrolyse de la fraction proteique et recuperation, eventuellement aprcs 
filtration, de Textrait proteique. 

L' invention est £galement relative a Textrait proteique susceptible d'etre 
obtenu par le procede precite. 
25 De fapon g^nerale, Tinvention comprend les farines de lupin lipidees, les 

extraits peptidiques comprenant encore les sucres. 

De preference, Textrait proteique presente la composition en acides amines 
suivante (pourcentage en poids par rapport au poids total d'acides amines). 



2792202 

4 



Amino-aciucs 


°/»/A A inf ntiv 
/0//V/V IvJlclU.N 


Aol 


i i , J 


ULU 






-5* 1 


Lire 


] 7 


OLY 




TUT? 




AT A 


9 x 


Ann 




1 YK 




rvQ rv<s 

I o-v_, I O 


2 4 


VAL 


r 3,8 


MET 


0.2 


PHE 


7,0 


ILE 


3,3 


LEU 


7.9 


LYS 


3.7 


PRO 


4.4 



L/invention a 6galement pour objet une composition pharmaceutique ou 
5 cosmetique ou nutraceutique comprenant un extrait peptidique tel que decrit 
precedemment, eventuellement un vehicule inerte approprie, physiologiquement 
acceptable. 

Une telle composition pharmaceutique ou dermocosmctiquc ct nutraceutique 
est destinee notamment au traitement d'huniains ou de mammifcres soufTrant d'une - 
10 condition ou d'une maladie liee a une destruction excessive dc collagenc ct/ou une 
destruction excessive des tissus de soutien. Une telle composition peut etre utiiisee 
a tit re preventif ou curatif. 

Parmi ces conditions ou maladies, on cite par exempic Tarthrose, Ies 
maladies parodontales, les maladies liees aux lesions de la peau t Ies maladies 
15 inflammatoires, la neangiogenese tumorale ou pathologique (erythrose, couperose, 
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telangectasie, rosacee, psoriasis ...) dcfaut dc cicatrisation, ulccrcs. brulures, 
maladies bulbeuscs, attaquc dc ['email dentairc. 

^invention est cgalcmcnt relative aux compositions cosmeliqucs pour lc 
traitement des lesions dc la pcau dues an vicillissemcni telles que les lesions 
5 provoquecs par Paction du rayonnement solairc (en anglais photoaging), les effcts 
deleteres intrinseques dc la pcau, les eflets deleteres du tabac. 

Les compositions pharmaceutiqucs, dcrmocosmctiques ou cosmetiques sc 
presentent, selon une variante, sous la forme d'une formulation pour application 
topique. L'invention a done pour objet une methode de traitement cosmetique 
10 comprenant Tapplication d'une telle composition sur la surface cutanee d'un 
individu. 

L'extrait peptidique selon I'invention peut egalement etre incorpore ou 
formule dans un vehicule polymerique ou un systeme de delivrance pour une 
utilisation topique ou locale, comme dans le cas du traitement d'une maladie 
15 parodontal, pour etre delivre directement dans la poche parodontal. 

Selon une autre variante, les compositions pharmaceutiques sont sous la 
forme d'une formulation pour administration oralc. 

Ces compositions peuvent en general etre formulccs sous la forme de 
tablettes, de capsules, de pommade. 
20 Dans le cas des nutraceutiqucs ou composition alimentairc, les formes 

habituellement utilisees peuvent etre employees. 

L'invention est maintenant illusiree par les exemples de realisation decrits 
ci-apres a titre illustratif. 
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]_- Pre paration des extraits peptidiq ues de lup in 
TJ - Extrait A 

- Extraction ct purification dcs proteines dc lupin 

Cettc ctapc comprend Line solubilisation aqueusc de ia fraction soluble a pi I 
5 alcalin suivie d'une separation des insolubles : 

A partir du tourteau dc lupin delipide ct broyc, ['extraction dcs proteines est 
realisec a pH 9,0 (pH ajuste par ajout de soude) avec un ratio farine/eau egal a 1/10 
(p/p). La solution est incubee sous agitation a temperature ambiante pendant une 
heure. La partie insoluble du tourteau est ensuite separee de la partie soluble par 
10 essorage. Le gateau obtenu est lave. La fraction soluble contenant les proteines et 
les sucres solubles est diafiltree sur un module d'ultrafiltration de seuil de coupure 
de 10.000 daltons afin de separer les proteines (retentat) des sucres solubles 
(ultrafiltrat). 

- Production et purification de peptides par hydrolyse enzymatique : 

15 Le retentat d'ultrafiltration contenant les proteines est ajuste a la 

concentration de 100 g/I puis hydrolyse a pH 8,0 en presence d'Alcalase® (NOVO 
NORD1SK) a 55°C pendant 3 h environ. Apres hydrolyse, Penzyme est denaturec 
par hydrolyse pendant 15 min a 85°C. Des que la solution est refroidie, elle est 
neutralisee par ajout d'acide chlorhydrique. Les peptides obtenus sont purifies par 

20 diafiltralion sur module d'ultrafiltration de seuil de coupure dc 10.000 daltons. La 
solution obtenue est ensuite nanofiltree afin de dessalcr (elimination du chlorure de 
sodium) et de concentrer la fraction peptidique. La solution de peptides est enfin 
decoloree a l'aide de charbon actif 3 % (1 heure a 50 °C), le charbon etant elimine 
par filtration. 

25 - Sterilisation et conditionnement de la fraction de peptides: 

Avant conditionnement, la solution est microfiltree (0,2 yim) de fafon sterile 
puis repartie dans des contenants steriles a la concentration dc 10 % en presence dc 
conservateurs. 

30 1.2 - Extrait B 

L'extrait peptidique B est obtenu selon le procede decrit mis en ocuvre pour 
obtenir l'extrait A a la difference que I'etape de decoloration est supprimee. 
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1.3 - Extrait C 

L'extrait peptidiquc dc lupin C est oblcnu scion Ic procede decrit mis en 
ceuvrc pour obtenir l'extrait A a la difference que les elapes dc purification 
d'ultrafiltration et dc decoloration sont supprimecs. 

5 

H_- Analyse de l'extrait peptidiquc A 

L'extrait sec est ensuite analyse. 
Presentation : 

- Aspect : poudre homogene non hygroscopique 
10 - Couleur : blanc casse 

- Quantite : 5 g 

• Composition chimique : 

- Teneur en sucres totaux (dosage a I'anthrone) : < I % 

- Teneur en chlomres (Kit SIGMA ref : 955-30) : 6 % 

1 5 - Teneur en eau ( 1 00 °C, 4 h) : 8 % maximum 

- Teneur en peptides : 85 % 

• caracterisation 

- pH (solution a 20 g/I): 7,06 

- Solubilite (eau osmosee) : > 100 g/I 
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Tableau 1 - Composition en acides amines de 1'livdrolv sat 
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_____ 2447,952 

Total 87,4 % 

5 



III - Activite anti-collaeenase et anti-gelatinolvtiq ue despe ptides de lu pin - extrait 

A zhi yjini 

L'activite anti-collagenase a ete mesuree in vitro dans un modele 
btochimique de type screening reposant sur 1'utilisation d'unc collagcnase purifiee et 
10 du substrat de cette derniere, la gelatine conjuguee a la fluorcsceine (kit EnzChek™ 
Gelatinase/Collagenase, MOLECULAR PROBES). La collagenase purifiee a partir 
de Clostridium histolytica™ etait fournie dans le kit EnzChek™ 
Gelatinase/Collagenase (MOLECULAR PROBES). Cette enzyme a une double 
fonctionnalite sur le collagene IV (membrane basale epiderme/ derme) et gelatine. 
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La DQ-gelatine purifiee a partir dc pcau porcine ct conjuguec a la 
fluorcsceine etait fournie dans Ic kit EnzChck™ Gclatinasc/Collagcnasc 
(MOLECULAR PROBES). 

Le tampon dc la reaction, constitue do 0,05 M do Tris-HCI, dc 0,15 M 
5 NaCI. de 5 mM de CaCI 2 , de 0,2 mM d'azide dc sodium (pH 7,6), etait fourni dans 
Ic kit EnzChck™ Gelatinase/Coilagenase (MOLECULAR PROBES). 

L'extrait peptidique a ete solubilise dans le tampon de la reaction. II a etc 
teste a 0,004 ; 0,02 ; 0,04 ; 0,2 et 0,4 % (p/v). 

Les dilutions des extraits a I'essai ont ete incubees avec la DQ-gelatine a 1 
10 mg/ml et la collagenase a 0,2 Ul/ml pendant 1 heure, 2 heures et 24 heures a 
temperature ambiante. 

Un temoin, correspondant au melange « collagenase + DQ-gelatine », a ete 
incube en parallele. 

Pour chaque condition experimentale, des echantillons, appeles par la suite 
15 « echantillons sans enzyme », ont ete incubes en presence de DQ-geiatine et en 
absence de collagenase. 

Chaque condition experimentale a ete realisee en triplicate. 
Apres 1 heure, 2 heures et 24 heures, le signal correspondant a la 
degradation de la DQ-gelatine a ete mesurec en fluorimctric (Excitation ; 485 nm et 
20 emission : 595 nm). Pour chaque echantillon, la valcur obtcnue pour les 
« echantillons sans enzyme » a ete soustraite. 

Les r^sultats ont ete exprimes en unite de fluorescence par echantillon et en 
pourcentage de variation par rapport au groupe temoin. 

Les groupes de donnees (groupe temoin et groupes traitcs) ont ete compares 
25 par une analyse de la variance a un facteur (ANOVA I, p<0,05), suivie par un test 
de Dunnett. L'efTet des extraits a ainsi ete compare a celui obtenu dans le groupe 
temoin. 

L'extrait peptidique teste de 0,004 a 0,2% (p/v), presentait une activite anti- 
collagenase et anti-gelatinolytique dose-dependantc. L'efTet etait maximum au 
30 temps 24 heures comme indique dans le tableau 2 ci-dessous. 
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Tableau 2 

Temps u" incubation = I hcurc 



Temoin 


0.004 


0,02 


0,04 


0,2 


0,4 


16237 


14161 


11890 


1 1205 


1 1249 


9434 - 


14329 


13561 


11161 


10S63 


9840 


7544 


15636 


13965 


11757 


11344 


11387 


8878 


15401 


13896* 


11603* 


11137* 


10825* 


8619* 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


976 


306 


388 


248 


856 


971 


100% 


89 


75 


73 


73 


57 


emps d' incubation = 2 lieu res 


Temoin 


0,004 


0,02 


0,04 


0.2 


0,4 


24776 


20526 


13689 


11 000 


7617 


6853 


22516 


19597 


6710 


10406 


6072 


4933 


23779 


20144 


13148 


11349 


7824 


6467 


23690 


20089* 


11182* 


10918* 


7171* 


6084* 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


1133 


467 


3883 


477 


957 


1016 


100% 


85 


55 


■IS 


33 


27 



Temps d'incubation = 24 hcurcs 



Temoin 


0,004 


0,02 


0,04 


0,2 


0,4 


31653 


12655 


2583 


2378 


524 


1154 


29536 


11531 


1487 


1442 


484 


467 


29745 


13008 


2657 


2713 


693 


927 


30311 


12398* 


2242* 


2178* 


567* 


849* 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


1167 


771 


655 


659 


111 


350 


100% 


41 


7 


7 


2 


3 
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Les resultats sont exprimes en unite de fluorcscence/echantillon. 
En gras : moyenne et ecart type 

* : moycnnc significativcmcnt diffcrcnlc du groupc tcmoin (p<0,05). 

En conclusion, dans les conditions cxpcrimcntales rctenucs, Tcxtrait 
5 proteiquc teste entre 0,004 ct 0,4 % (p/v), prescntait unc activite anti- 
geiatinase/collagenase dose-dependante. On note notamment un excellent rapport 
effet/dose/temps des peptides de lupin par rapport a la collagenase aspecifique : a 
24 heures par exemple, 0,04 % inhibe 93 % de I'activite gelatinolytique de la 
collagenase de Clostridium, a 2 heures : 52 %.. 

10 D'autres essais avec le meme extrait peptidique ont ete effectues a des 

concentrations de 0,01 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,5 et 1 % (p/v) et les resultats sont indiques au 
tableau 3 ci-dessous ainsi que sur la figure annexee. Cette figure represente la 
cinetique d'inhibition de la collagenase aspecifique - Influence de la concentration 
en extrait peptidique. En ordonnee activite de la gelatinolytique (%), en abscisse 

15 temps d'incubation (h). 



Tableau 3 



Temps 


Concentration en extrait A (% p/v)/ Activite 


d'incubation (h) 




gelatinolytique en (%) 






0,01 


0,05 


0,1 


0.5 


1 


1 


89 


75 


73 


73 


57 


2 


85 


55 


48 


33 


27 


4 


79 


38 


29 


14 


12 


6 


69 


27 


21 


8 


9 


24 


41 


7 


7 


2 


3 



Dans les conditions experimentalcs retenues, Tcxtrait peptidique teste entre 
0.01 et 0.5 % (p/v), presente une activite anti-gelatinase et collagcnase dose 
20 dependante et temps dependante. 

Dans tous les essais, la 1,10-phenanthroline inhibiteur aspecifique a ete 
utilisee comme produit anti MMP de reference. Les resultats obtenus etaient 
conformes a ceux qui etaient attendus et validaient les essais. 
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IV - Activite anti-collat icnase spccificiuc dcs_ pe ptides dc lu pin - cxtrait A- $ ur 
modcle organotvp iq ue lutmain 

Lc vicillisscmcnt cutanc sc caractcrisc, enire autre, par unc modification des 
proprictcs mecaniques cutanccs dc la peau, consecutive a line degradation des fibres 
5 collageniques du derme et d'aulres macroproteincs. Cette degradation met en jcu 
des collagenases endogdnes (Grymes, R.A., Kronbcrger A. and Bauer E.A. - 
Collagenases in disease - In « Connective Tissue Diseases of the skin» Eds. 
Lapiere CM. and Krieg T., 1993, 69-85). G. Fischer et J. Voorhees 
« Pathophysiology of premature skin aging induced by ultraviolet light » et 
10 « Molecular mechanisms of photoaging and its prevention by retinoic acid: 
ultraviolet irradiation induces MAP kinase signal transduction cascades that induce 
A- 1 -regulated matrix metalloproteinases that degrade human skin in vivo»). 

Pour lutter contre les signes de vieillissement de la peau, des produits 
presentant une activite anti-collagenase sont envisageables. 
15 L'activite anti-collagenase d'un produit a I'essai peut etre etudiee in vitro 

dans un modele organotypique de peau humaine. Le principe du test est le suivant : 
une application de collagenase purifiee sur la coupe s'accompagne d'une 
degradation des fibres de collagene endogenes. Les fibres de collagene sont ensuite 
colorees par le trichrome de Masson. La digestion des fibres de collagene 
20 endogenes par la collagenase purifiee est evaluee qualitativement par observation 
morphologique et quantitativement par analyse d'images. Un produit presentant une 
activite anti-collagenase preservera partiellement ou totalement 1'integrite des fibres 
de collagene mises en presence de I'enzyme. 

Les produits a Tessai ont ete conserves a +4 °C jusqu'au moment de leur 
25 utilisation. 

Trois dilutions ont ete testees : 0,01 ; 0,1 et 1 % (v/v). 
Le phosphoramidon, utilise comme produit de reference, provenait de chez 
SIGMA. 

La collagenase purifiee (type III, fraction A) provenait de chez SIGMA. 
30 Le milieu d'incubation des coupes de peau humaine, appele par la suite 

"vehicule", etait le tampon Tris HCI 0,15 M, pH 7,5 contenant 0,01 M de chlorure 
de calcium. 
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Les reactifs, de qualite analytique, provenaicnt dc cliez CARLO ERBA, 
GIBCO ou SIGMA, sauf indication contrairc. 

Lcs coupes dc pcau ont etc r&ilisccs a partir d'un dechet opcratoirc rccucilli 
aprcs unc plastic abdominalc. Lc sujet clait une femme dc 30 ans. Dcs cxplants dc 
5 pcau dc 4 cm de diamctrc ont etc realises. lis ont etc deposes sur un support dc liege 
et congeles a -80°C Des coupes transverses dc 6 i^ini d'epaisscur ont etc realisees 
avec un cryomicrotome. Elles ont ete fixees sur des lames de verrc ct maintenucs 
hydratees avec le vehicule pendant I'essai. 

Les echantillons a I'essai ont tous ete repris dans de I'ethanol avant d'etre 
1 0 dilues dans le tampon d'essai. 

■ La concentration finale en ethanol a ete maintenue constante et egale a 
0,1 % (v/v) dans les deux plus faibles dilutions de Textrait peptidique 
(0,01 et 0,1 %v/v) ; 

■ elle a ete maintenue constante et egale a 1 % (v/v) dans la dilution la 
15 plus forte (1 %, v/v). 

- Des "temoins ethanol" a 0, 1 et 1 % (v/v) ont ete realises. 

■ Le phosphoramidon a ete repris directement dans le vehicule. 

L'extrait peptidique a ete teste A 0,01 ; 0,1 et 1 % (p/v). 

Le phosphoramidon a ete teste a 10' 3 M. 
20 On avait done les echantillons suivants : 

Extrait : tampon ; ethanol (0,1 %, v/v ou I %, v/v) ; enzyme cxtrait (0,01 ; 
0,1 et 1%, p/v); 

Temoin enzyme : tampon ; ethanol (0,1 %, v/v) ; enzyme ; 
Temoin ethanol (sans enzyme) : tampon ; ethanol (0,1 % ou 1 %, v/v) ; 
25 Produit ref : tampon ; ethanol ; enzyme ; phosphoramidon 10° M. 

Les dilutions des produits a I'essai, de Tethanol ct du produit de reference 
ont ete deposees sur les coupes de peau, a raison de 100 (.il par coupe, ct pre- 
incubees pendant dix minutes a 37 °C. Des bandes de papier filtre (0,16 cm 2 de 
surface) imbibees de vehicule seul (temoin sans enzyme) ou contenant de la 
30 coilagenase a 50 unites international (UI)/ml (temoin enzyme) ont ensuite etc 
deposees sur les coupes. Les lames ont ete placees en chambre humide a 37°C 
pendant trois heures. 
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Apres .incubation. Ics coupes on. M rincces avee Ic milieu d'incubauon c, 
co ,orces par h ,icbron,c de Masson. factivitc de rcnayme on absence ct on 
presence de .cxtrait. dc MW ou du produit de reference a e.e eva.uee par 
observation microscopiouc el notee selon le baremc sruvant : 
5 0 : digestion enzymatique nullc 

+ : digestion enzymatique faiblc 
++ : digestion enzymatique moyenne 
+++ : digestion enzymatique forte. 
Des photographies des coupes ont ete realisees. 
< 0 L'activite de la collagenase en absence et en presence des produits a Tessa,. 

de I'ethano. ou du produit de reference a ete evaluee par analyse d'images. L'.mage 
des coupes colons a ete digitalisee sur un ecran video; le log.ee. d analyse 
d'image (IMAGEN1A 2000, BIOCOM®) a permis de calculer la surface occupee 
par les fibres de co.lagene intactes. Les resu.tats ont ete exprimes en pourcentage de 
15 fibres decollagene intactes par champ optique. ..«..„ nt „ c 
Le pourcentage dinhibition de I'activite collagenase des extra.ts a d, Keren es 

formules suivantes : mix u 

Pour le produit de reference (directement repris dans le veh.cule), le 

20 pourcentage d'inhibition est calcule par la formule suivante : 

(o/o fibres collageneyremoin ethanol - (% fibres col.agene)Temoin enzyme 

Pour les extra.ts di.ues dans le vehicule contenant 0,1 % (v/v) d'ethanol). le 
25 pourcentage d'inhibition est calcule par la formule suivante : 
^^^^ 

(o/ 0 fibres collagene)Temoin ethanol - (»/. fibres collagcne)Tcmoin enzyme 

Pour les extraits dilues dans le vehicule contenant I % (v/v) d'ethanol). le 
30 pourcentage d'inhibition est calcule par la formule suivante : 

(^brejy^^ X 

( o/ 0 fibres collagene)Temoin ethanol - (% fibres co.lagene)Temoin enzyme. 
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L'activite anti-collagenase dc 1'extrait a diflerentcs concentrations a etc 
ctudiee dans un modele organotypique dc pcau humainc. 

En absence dc collagcnasc (temoin vchiculc), les fibres dc collagcnc ctaicnt 
intactcs. En presence dc collagcnasc (temoin enzyme), les fibres dc collagcnc 
5 etaient presquc totalement degradees). Ce resultat ctail attendu el validait I'essai. 

Le phosphoramidon a 10* 3 M, utilise comme produit dc reference, inhibait 
de 16% l'activite de la collagenase. Ce resultat etait attendu et finissait de valider 
I'essai. 

L'ethanol, utilise comme diluant intermediaire des produits a I'essai a ete 
10 teste a 0,1 et 1 % (v/v). II n'avait pas d'efTet sur la degradation des fibres de 
collagene par la collagenase. 

L'extrait peptidique teste a 0,01; 0,1 et 1 % (p/v) inhibait l'activite de la 
collagenase de 2, 24 et 65 % respectivement L'observation morphologique 
aboutissait au meme resultat. 
15 En conclusion, dans les conditions experimentales retenues, Textrait 

peptidique A presentait a des concentrations faibles une activite anti-collagenase 
importante. 

Les resultants d'inhibition de Textrait peptidique, de Tcthanol et du 
phosphoramidon sur la digestion des fibres de collagcnc dermiques par la 
20 collagenase sont reunis dans le tableau ci-dessous : 
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Tableau 4 



Condition 


Concentration 


Digestion 


% crinliibitioii 


cxp£rimctilalc 




enzymatique 


dc rac(ivit6 






(observation 


coII»g6nasc 






inorpliologiqnc) 


(analyse damage) 


Temoin vehicule 


- 


0 


- 


Temoin enzyme 


50 Ul/ml 


+++ 


0 


Phosphoramidon (M) 


io- J 


+ 


+ 


Ethanol 


0,1 


-H-+ 


0 


(%, v/v) 


1 


+++ 


0 


Extrait peptidique 


0,01 


+++ 


2 


(%, v/v) 


0,1 


-H- 


24 




I 


+ 


65 



0 : digestion enzymatique nulle 
+ : digestion enzymatique faible 
5 . ++ : digestion enzymatique moyenne 
+++ : digestion enzymatique forte 



V - Activate anti-metalloprotease MMP-2 et MMP-9 des p ep tides de lupin - cxtraits 
A. B et C 

10 La MMP-2 ou gelatinase A et la MMP-9 ou gelatinase B sont des 

metalloproteases qui degradent des composants specifiques de la matrice 
extracellulaire: la MMP-2 degrade la gelatine (=coIlag£ne denature), les collagenes 
I, IV, VII et XT, la fibronectine, la laminine et Telastine ; la MMP-9 degrade la 
gelatine, les collagenes IV, V et XIV et Telastine. Elles jouent un role important 

15 dans le « photo-aging » et dans la proliferation des cellules endotheliales. 

L'activite anti-MMP-2 et antt-MMP-9 des produits a l'essai a ete mesuree in 
vitro dans un modele biochimique de type screening reposant sur I'utilisation d'une 
MMP-2 humaine purifiee et d f une MMP-9 humaine recombinante et du substrat de 
ces dernieres, la gelatine conjuguee a la fluoresceine (kit EnzChek™ 

20 Gelatinase/Collagenase, MOLECULAR PROBES). 
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La MMP-2 purifiee a partir dc fibrosarcomc humain provenait de chcz 
BOEHRINGER MANNHEIM. 

La MMP-9 humainc rccombinanlc provenait dc chcz R&D SYSTEMS. 

La DQ-gelatine purifiee h partir dc pcau porcine el conjuguec a la 
5 fluoresceine etait fournie dans lc kit EnzChck™ Gclatinasc/Coilagcnase 
(MOLECULAR PROBES). 

Le tampon de reaction pour l'etude de I'activite de la MMP-2 (TpRI) etait 
conslitue de 50 mM de Tris-HCI, de 0,05% (p/v) de Triton XI 00 et de 5 mM de 
CaC! 2 , pH 7,5. 

10 Le tampon de reaction pour l'etude de I'activite de la MMP-9 (TpR2) etait 

constitue de 50 mM de Tris-HCI, de 0,05% (p/v) de Brij 35 et de 5 mM de CaCl 2 , 
pH 7,4. 

Preparation des produits a I'essai et du produit de reference 
15 La 1,10-phenanthroline a ete solubilisee dans les tampons de reaction TpRI 

et TpR2. Elle a ete testee a 8 et 80 |ig/ml. 

Les extraits peptidiques A, B et C ont etc solubiliscs dans les tampons de 
reaction TpRI et TpR2. Us ont ete testes a 0,01 ; 0,1 et 1% (p/v). 

20 MMP-2 

Avant son utilisation, la MMP-2 a ete activee par une incubation dc 30 
minutes a 37°C en presence de APMA dilue a 2,5 mM dans le tampon TpRI. 

Les dilutions des produits a I'essai ou du produit de reference ont ete 
incubees avec la DQ-gelatine, diluee a 25 jig/ml, et la MMP-2 activee, diluee a 1,25 
25 |ig/ml, pendant 24 heures a 37°C. 

Un temoin, correspondant au melange « MMP-2 + DQ-gelatine », a etc 
incube en parallele. 

Pour chaque condition experimentale, des echantillons, appelcs par la suite 
« echantillons sans enzyme », ont ete incubes en presence de DQ-gelatine et en 
30 absence de MMP-2 activee. Ces echantillons permettaient de mesurcr 1'interference 
des produits a I'essai avec la methode devaluation des effets (fluorimetrie). 

Chaque condition experimentale a ete realisee en triplicate. 
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MMP-9 

Les dilutions dcs produits a I'essai ou du produit dc reference ont etc 
incubecs avee la DQ-gclatinc, dilucc a 25 n g/ml, ct la MMP-9, dilucc a 0 t 25 ugAnl, 
pendant 24 hcures a 37°C. 
5 Un temoin, correspondant au melange « MMP-9 + DQ-gelatin», a etc 

incube en parallele. 

Pour chaque condition experimentale, des echantillons, appcles par la suite 
« echantillons sans enzyme », ont ete incubes en presence de DQ-gelatine et en 
absence de MMP-9. Ces echantillons permettaient de mesurer ('interference des 
10 produits a I'essai avec la methode devaluation des effets (fluorimetrie). 
Chaque condition experimentale a ete realisee en triplicate. 
Apres 24 heures, le signal correspondant a la degradation de la DQ-gelatine 
a ete mesuree en fluorimetrie (Excitation : 485 nm et emission : 595 nm). Pour 
chaque echantillon, la valeur obtenue pour les 'echantillons sans enzyme' a ete 
15 soustraite. 

Les resultats ont ete exprimes en unite de fluorescence par echantillon et en 
pourcentage de variation par rapport au groupe temoin. 

Les groupes de donnees (groupe temoin et groupes traites) ont ete compares 
par une analyse de la variance a un facteur (ANOVA l, p<0,05). suivie par un test 
20 de Dunnett. 

Les resultats sont indiques ci-dessous : 
V.l - Activite anti-MMP-2 



Extrait peptidique 


Temoin 


Activite MMP-2 (en %) (1) / 
Concentration (% v/v) en solution 
d'extrait peptidique a 10 % en poids 






0.01 


0.1 


1 


C 


100 


119 


111 


43 


A 


100 


152 


151 


68 


B 


100 


110 


98 


77 



25 MMP-2 
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Conclusion 

- La solution a 10 % en poids d'extrait dc lupin C, tcstcc a 0,0 1 ct 0, 1 % (v/v) nc 
presente pas d'activitc anli-MMP-2. Tcstcc a I % (v/v), cllc inhibc la MMP-2 
dc57%. 

- La solution a 10 % en poids d'extrait dc lupin A, tcstcc a 0,01 a 0, 1 % (v/v) ne 
presente pas d'activite anti-MMP-2. Testec a I % (v/v), elle inhibe la MMP-2 
de 32 %. 

- la solution a 10 % en poids d'extrait B, testee a I % inhibe a 23 % MMP-2. 

- La phenanthroline, testee a 8 et 80 jig/ml, inhibe de 32 et 73 % respectivement 
Tactivite de la MMP-2. Ce resultat qui etait attendu valide l'essai. 



V.2 - Activite anti-MMP-9 



Extrait peptidique 


Temoin 


Activite MMP-9 (en %) ( 1 ) / 
Concentration (% v/v) en solution 
d'extrait peptidique a 10 % en poids 






0.01 0.1 1 


A 


100 


143 143 61 


B 


100 


146 129 27 



MMP-9 
Conclusion: 

- La solution a 10 % en poids d'extrait de lupin A, testee a 0.01 et 0.1 % (v/v) ne 
presente pas d'activite anti-MMP-9. Testee a 1 % (v/v), elle inhibe la MMP-9 de 

20 39%. 

- La solution a 10 % en poids d'extrait de lupin B, testec a 0.01; 0.1 % (v/v) ne 
presente pas d'activite anti-MMP-9. Testee a 1 % (v/v), elle inhibe la MMP-9 de 
73%. 

La phenanthroline, testee a 8 et 80 jig/ml, inhibe de 80 et 76 % respectivement 
25 Tactivite de la MMP-9. Ce resultat qui etait attendu valide l'essai. 
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REVENDICATIONS 

1. Extrait peptidiquc dc lupin (lupinus) caracterise cn cc qu'il prdscntc unc 
aciivitc d'inhibition dcs mctalloprotcascs. 

5 

2. Extrait peptidique de lupin scion la revendication I, caractcrisd cn cc qu'il 
presente une activite d'inhibition des metalloproteases choisies cntrc autre parmi les 
collag£nases, les gelatinases. 

10 3. Extrait peptidique de lupin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 

est appauvri en lipide. 

4. Extrait peptidique de lupin selon la revendication 2, caracterise en ce qu'it 
comprend au moins 70 %, de preference au moins 80 % de peptides. 

15 

5. Extrait peptidique selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
qu'il est obtenu par hydrolyse de la fraction proteiquede lupin. 

6. Extrait proteique de lupin selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise 
20 en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un precede comprenant les etapes 

suivantes : 

- preparation d'un tourteau de lupin delipide et broye ou d'une farine de 
lupin (lipidee), micronisee, 

- extraction des fractions proteiques et osiques solubles, ou precipitation 
25 des proteines au point isolelectrique, 

eventuellement separation de la fraction proteique, 

- hydrolyse de la fraction proteique et recuperation eventuellement, apres 
filtration, de Textrait proteique. 

30 7. Extrait peptidique selon Tune des revendications precedentes, caracterise 

en ce qu'il presente la composition en acides amines suivantes (en pourcentage en 
poids par rapport au poids total d'acides amines) : 
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Amino-acides 


%/AA lotaux 


ASP 


11.3 


GLU 


23,2 


SER 


5,1 


HIS 


1,7 


GLY 


3.4 


THR 


3.2 


ALA 


2,8 


ARG 


10,3 


TYR 


6,1 


CYS-CYS 


2,4 


VAL 


3,8 


MET 


0,2 


PHE 


7,0 


ILE 


3,3 


LEU 


7,9 


LYS 


3,7 


PRO 


4,4 



8. Composition pharmaceutique ou cosmetique ou nutraceutiquc comprenant 
un extrait peptidique selon Tune des revendications 1 a 7, ^ventuellement un 
5 vehicule inerte, notamment pour le traitement d'humains ou dc mammiferes 
soufTrant d'une condition ou d'une maladie liee a une destruction excessive de 
collagene ou a une destruction excessive des macroproteines de soutien par des 
metalloproteases. 

10 9. Composition selon la revendication 8, pour le traitement dc Tarthrose, de 

maladies parodontales, de* lesions de la peau, de maladies inflammatoires, des 
maladies liees au defaut de cicatrisation, a Tattaque de Temail des dents, 
Fangioenese anormale ou maline (tumorale). 
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10. Composition selon la revendication 9, pour le traitemcnl dcs lesions de 
la peau dues au vieillissement intrinscque de la pcau, Ic vicillisscmcnl sous Taction 
du rayonncment solairc, Ics cffets dclctcrcs du tabac, dc la pollution, du stress. 

5 II. Composition scion la revendication 10, pour unc application topiquc 

externe. 

12. Composition selon la revendication 8, 9 ou 10, pour une administration 

orale. 

10 
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